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Ae Be FN EF SS Be AB A R At S| Be desat4 全 长 cDNA 和 
局 动 子 的 克隆 及 其 原核 表达 
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摘要 :【 目 的] 获得 家 看 Bombyx тогі MESRA Bombyx mandarina 脂肪 酸 脱氧 酶 基因 desat4 的 cDNA 及 其 启动 子 序 
列 , 并 应 用 原核 表达 系统 获得 目的 蛋白 质 , 为 进一步 研究 该 基因 的 功能 提供 基础 。【 方 法 ] 利 用 RACE 技术 克隆 家 
看 和 时 桑 看 desat4 基因 全 长 cDNA 序列 , 基于 家 看 全 基因 组 序列 设计 引物 克隆 它们 的 启动 子 , 并 采用 原核 表达 技 
术 对 该 基因 进行 异 源 表 达 。[【 结果 |) 克隆 得 到 家 看 与 野 桑 乔 desat4 基因 全 长 DNA, 长 度 分 别 为 1 717 bp 和 1 718 
bp, ORF 长 度 为 1 059 bp, 编码 352 个 氨基 酸 残 基 , 结构 上 有 3 个 组 氨 酸 保守 区 和 4 次 跨 膜 结构 域 , 说 明 该 重 日 质 
ERRA. AWEDE Desas 氨基 酸 序 列 与 烟草 天 蛾 Manduca sexta MsexKPSE 脱氧 酶 拥有 88. 9% 相似 性 。 
ERE BRAT HY Ae РП SE AE desat4 基因 启动 子 序列 长 度 分 别 为 1 808 bp 和 870 bp, 该 区 域 包含 有 热 休 克 因 子 HSF 
(heat shock factor) 结合 位 点 、NIT2 结合 位 点 和 CdxA( caudal type homeobox transcription factor A ) 结合 位 点 等 等 , 并 


未 发 现 有 上 典型 的 TATA-box, 但 在 靠近 5'-UTR 区 域 发 现 了 转录 起 始 因子 特征 序列 。 时 期 表达 谱 分 析 显 示 desai4 基 
因 从 刚 产 下 卵 到 成 虫 ( 蛾 ) 的 36 个 不 同 发 育 时 间 点 都 有 持续 稳定 的 表达 。 应 用 原核 表达 系统 成 功 地 表达 了 Desat4 
EAM, 并 用 温和 变性 剂 十 二 烷 基 -B-D- 麦 芽 吡 喃 糖苷 (dodecyl-B-D-maltoside，DDM) 就 能 很 好 地 促进 该 蛋白 质 的 
溶解 。【 结论 本 研究 成 功 地 克隆 了 家 看 和 野 桑 看 desat4 基因 全 长 cDNA 及 其 启动 子 序列 并 进行 了 序列 比 对 分 析 ， 
构建 了 desat4 基因 的 原核 表达 载体 并 成 功 表达 , 为 进一步 研究 该 基因 的 功能 提供 参考 。 
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Cloning of full-length cDNA and promoter sequences of fatty acid 
desaturase gene desat4 from silkworms, Bombyx mori and B. mandarina ， 


and its prokaryotic expression 
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(State Key Laboratory of Silkworm Genome Biology, Institute of Sericulture and Systems Biology , 
Southwest University, Chongqing 400716, China) 

Abstract: [Aim] The main aim of this research was to clone and align the full-length cDNA and 
promoter sequences of desat4 gene from silkworms, Bombyx mori and B. mandarina, and construct 
prokaryotic expression vector to obtain a membrane protein Desat4 for further functional study. 
【 Methods] Full-length cDNA of the desat4 gene from silkworm was obtained through RACE technique, 
the encoded protein was expressed in Escherichia coli expression system, and its promoter sequences were 
cloned based on genome sequences of silkworm. [ Results] The full-length cDNA of the desat4 gene from 
В. mori and В. mandarina was 1 717 bp and 1 718 bp, respectively. Their open reading frame ( ОКЕ) 
is 1 059 bp in length and encodes 352 amino acid residues with four transmembrane helixes and three 
conserved histidine clusters, which are essential for desaturase catalytic activity. The deduced amino acid 
sequence shares 88. 9% similarity to that of the fatty acid desaturase MsexKPSE ( GenBank no. 
CAJ27975 ) of Manduca sexta. There is no typical TATA-box in promoter sequences, but there is а 


transcriptional initiator as well as other transcription factor binding sites, including HSF, NIT2, CdxA 
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and so on. The membrane protein Desat4 was expressed in Ё. coli expression system and solubilized with 


mild detergent РОМ. [ Conclusion] The full-length cDNA and promoter sequences of desai4 gene from 


B. mori and B. mandarina were successfully cloned and comparatively analyzed. The membrane protein 


was expressed in vitro by pET system, thus providing a foundation for further functional study. 
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prokaryotic expression 


KA Bombyx тогі Fe: EF RA В. mandarina 经 
过 5 000 多 年 的 人 工 选择 和 驯化 而 来 ,驯化 过 程 使 
看 的 经 济 性 状 、 生 活 习性 及 飞行 交配 能 力 等 发 生 了 
改变 。Xia (2009 ) 对 40 个 看 基因 组 进行 了 重 测 
№, 鉴定 了 约 1 600 万 个 单 核 苷 酸 多 态 性 位 点 
(single nucleotide polymorphisms, SNPs) 和 许多 的 插 
入 及 结构 变异 ,同时 还 发 现 了 354 个 可 能 受到 人 工 
选择 的 候选 基因 , 其 中 一 个 候选 基因 脂肪 酸 脱氧 酶 
基因 desat4 ( GenBank 登录 号 为 NM_001043506 ) 与 
Я Drosophila 脂 酰 脱氧 酶 基因 desail 高 度 同 源 。 
Ri desatl 基因 参与 了 果 蝇 性 信息 素 合成 途径 关键 
的 脱氧 反应 ， 而 该 基因 的 突变 会 影响 果 蝇 的 求偶 行 
为 (Marcillac et al., 2005) 。 

脂肪 酸 脱 氢 酶 具有 催化 脱 去 脂 酰 链 上 特定 位 置 
的 氧 原子 而 形成 不 饱和 脂 酰 链 的 活性 , 根据 脱氧 位 
FN eA i HRI FON 而 命名 为 АМ-ДАА, 该 
类 酶 需要 与 NADH- 细 胞 色素 bs 还 原 酶 (一 种 黄 素 
EA) MWER b; ( — PRL ZL A EA) EREA N 
的 形式 发 挥 催化 活性 ( Holoway, 1971)。 脂 肪 酸 脱 
氧 酶 在 结构 上 有 3 个 保守 组 氨 酸 定 售 基 序 和 4 次 跨 
膜 结 构 域 的 特征 (Los and Murata, 1998 )。 Wicker- 
Thomas 等 (1997) 从 果 蝇 中 克隆 得 到 了 一 个 同 源 于 
消 椎 动物 脂肪 酸 脱 氢 酶 的 基因 desatl , 这 也 是 昆虫 
中 第 一 个 被 殉 隆 的 脂肪 酸 脱 氢 酶 基因 。 随 后 从 蛾 类 
脂肪 体 或 性 信息 腺 中 克隆 获得 较 多 的 脂肪 酸 脱 氢 酶 
基因 ,并 用 脂肪 酸 脱氧 酶 缺陷 的 酵母 表达 系统 进行 
催化 活性 分 析 : Matsumoto 研究 小 组 从 家 看 性 信息 
腺 克隆 得 到 了 4 个 脂肪 酸 肪 氧 酶 基因 ,其 中 desail 
基因 具有 All 和 A10,12- 脱 氧 活性 , 参与 家 看 看 蛾 
醇 (bombykol ) 合成 过 程 的 两 步 连 续 脱 氧 反应 
( Yoshiga et al., 2000; Moto et al., 2004) ; Roelofs 4} 
究 小 组 报道 了 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni 2 A Shi ZU BE 
基因 ,A9- 脂 肪 酸 脱 氢 酶 参与 脂肪 酸 代 谢 ( Liu et al., 
1999) ，Al1- 脂 肪 酸 脱 氢 酶 仅 在 性 信息 腺 表达 ， 参 
与 性 信息 素 的 合成 (Konipple et al., 1998 ) ; 
Rosenfield #&( 2001) 从 美洲 棉铃 虫 Helicoverpa zea 性 
言 息 腺 和 脂肪 体 中 克隆 得 到 了 4 个 脂肪 酸 脱氧 酶 基 


‚ a allan 4 A AzPGDs1, HzPGDs2, HzPCGDs3 和 
HzFBDs, #35 ROT ST EMM IAT 
的 催化 活性 ; Jeong 等 (2003) 报 道 了 烟 青 忠 
Helicoverpa assulta 7 个 脂肪 酸 脱氧 酶 基因 ， 对 其 中 
表达 量 最 高 的 3 个 基因 的 表达 产物 进行 了 酶 活性 分 
析 ，HassNPVE 和 HassKPSE 都 显示 了 A9- 脂 肪 酸 脱 
氢 酶 活性 ，HassLPAQ 具有 All- 脂 肪 酸 脱氧 酶 活 
性 。 目 前 殉 隆 得 到 的 大 多 数 蛾 类 脂肪 酸 脱 氢 酶 属于 
A9- 或 Al1- 脂 肪 酸 脱氧 酶 , 但 是 也 有 A10-( Hao et 
al., 2002) 和 Al4-(Roelofs et al., 2002 ) 等 不 常见 的 
脂肪 酸 脱 氢 酶 被 鉴定 。 

Rete GBA desa 基因 的 基因 序列 包含 有 较 
多 的 SNP 位 点 , 但 并 未 见 家 看 与 野 桑 看 desat 基因 
的 cDNA 序列 及 其 编码 产物 和 启动 子 序列 比较 分 析 
的 相关 报道 。 对 desat4 基因 进行 异 源 表达 , 有 利于 
进一步 研究 该 基因 的 功能 。 本 研究 拟 利 用 RACE 技 
术 获 得 家 看 和 野 桑 看 desat 基因 全 长 cDNA 序列 。 
基于 家 看 全 基因 组 序列 , 设计 引物 克隆 家 看 和 时 又 
看 desat 基因 的 局 动 子 序列 , 并 对 该 段 序列 包含 的 
调控 元 件 进行 预测 及 分 析 。 构 建 desat4 基因 的 原核 
表达 载体 , 并 在 大 肠 杆 菌 Escherichia coli САЗ (DE3) 
(Miroux and Walker, 1996) 宿主 菌 里 诱导 表达 , 用 
6 x His 抗体 进行 Western blotting 检测 , 确认 目的 和 蛋 
日 的 表达 , 为 下 一 步 研 究 该 基因 的 功能 提供 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 试剂 

试验 用 家 看 品 种 为 大 造 ， 由 西南 大 学 家 在 基因 
库 提供 , 试验 用 野 桑 看 来 目 苏 州 ， 由 本 人 研究 所 林 美 
fll Ac 52 ERO, Trizol, M-MLV 反 和 转录 酶 、 
GeneRacer ™ Kit 购 自 Invitrogen 公司 ; Тад DNA 聚合 
Ё. pMD19-T 载体 、 限 制 性 内 切 酶 BamH І 和 Xho 
I WA TaKaRa 公司 ; PMSF、6 x His 抗体 和 辣 根 过 
氧化 物 酶 标记 山竹 抗 鼠 IgG CH +L) 909 А #2 
天 生物 技术 人 研究 所 ; RNA {ШТА Ж ЛИЕ ЇН АЗИ] 
ӨШ A LAERA Дн]; PCR 纯化 试剂 盒 和 质粒 
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抽 提 试剂 盒 购 目 Promega 公司 ; 试验 用 各 种 变性 剂 
为 Sigma 产品; 其 他 化 学 药品 均 为 分 析 纯 。 
1.2 desat4 全 长 cDNA Fhe 

以 家 不 大造 第 7 ЖЕЛП ЖК ПУШ УМИ, 
分 别 用 液 氨 人 研磨 至 粉末 , 取 200 mg 左右 粉末 按照 
RNA 抽 提 试剂 盒 操 作 说 明 书 提取 RNA。 根 据 M- 
MLV 反 转 录 酶 操作 说 明 将 RNA(1 hg) 反 转录 成 
cDNA, 依据 家 看 大 造 desa 基因 序列 用 Primer 
Premier 5.0 软件 设计 引物 P1( 表 1)。PCR 扩 增 家 
ЖП SR AE desat4 基因 片段 , PCR 体系 如 下 : 10 x 
ExTaq buffer 5 uL, 25 mmol/L MgCl, 4.0 pL, 10 


mmol/L dNTPs 4.0 uL, 10 pmol/L 上 下 游 引物 各 
0.25 uL, 2.5 U/uL ExTag 0.5 uL, 模板 cDNA 
1 pL, 加 灭 菌 去 离子 水 至 50 pL, PCR 扩 增 条 件 : 
94°C 5 min; 94°С 40 s, 60°С 40 s, 72°С 2 min, 35 
个 循环 ; 72°C 延伸 10 min, 12°C 保存 。PCR 产物 经 
过 纯化 后 连接 到 pMD19-T REE, 热 激 转化 大 肠 
杆菌 DH5a 感受 态 细胞 , 37°С, 200 r/min 摇 荡 培养 
1 h。 取 100 pl. 菌 液 涂 布 在 含 氨 共 青霉素 的 2 x YT 
固体 培养 基 上 , 37% 培养 过 夜 。 挑 取 单 个 参 落 进行 
培养 ， 菌 液 PCR 筛选 的 阳性 克隆 送 上 海 英 骏 生 命 
技术 有 限 公司 进行 测序 验证 。 


表 1 本 研究 所 用 引物 


Table 1 Primers used in this study 


引物 名 称 引物 用 途 引物 序列 (5 —3') 退火 温度 (人 ) 
Primer name Use of primers Primer sequences Annealing temperature 
P1 表达 谱 Е: ATGGCGCCCAATGTAAAGGATGCAA 60 
Expression pattern К: ТСААТТСТССТТАССАТТСАТСССС 
Р2 5' RACE Е: ССАСТССАССАССАССАСАСТСА 72 
R: СССАСТТССССТСТСТТСТАСТС 
Рз 5’ RACE #5; Е. GGACACTGACATGGACTGAAGGAGTA 68 
5’ RACE nest R: ACGTGCCCAATCTAAAGCAGAATCCT 
P4 3’ RACE R: GCTGTCAACGATACGCTACGTAACG 72 
Е: TCCAGAACTGAAGAGAAAGGGCAAG 
PS 3’ RACE #50 Е. ТСТТССТТСССАСТСТТТТСССТ 68 
5’ RACE nest К: CGCTACGTAACGGCATGACAGTG 
P6 克隆 全 长 cDNA F: СТТТТСТСССССАСАССТСАСАСТТААТС 61 
Full cDNA cloning К: ААТТТТСТАТААССАСАСАССААССАСТАС 
Р7 克隆 局 动 子 Е: ТСАССССАССТАСАССТТАСССТСААСС 58 
Promoter cloning К: ATCGCGTCACTGTTCACCAAGCACACAC 
P8 亚 克 隆 Е: CGGGATCCATGGCGCCCAATGTAAAGGATGC 60 
Sub-cloning R: CCCTCGAGATTGTCCTTAGGATTGATGCGG 
Bmactin3 内 参 Control Е: ААСАСССССТССТССТСАСТС 60 
R: GGGCGAGACGTGTGATTTCCT 


参照 CeneRacer “操作 说 明 书 分 别 对 家 看 和 野 
ZA М RNA 进行 处 理 ， 用 SuperScript™ Ш 
(Invitrogen 公司 ) 试 剂 盒 反 转 录 获 得 cDNA。 依据 上 
一 步 得 到 的 家 乔 与 野 桑 大 desat 序列 设计 扩 增 5 
UTR FI 3'-0ТК 序列 的 特异 引物 (P2，P4 ) MRS] 
物 (P3 ,PS ) 。 第 一 轮 PCR 反应 条 件 : 94°С 2 min; 
94% 30 s, 72% 2 min, 5 个 循环 ; 94°С 30 s, 70°С 
2 min, 5 个 循环 ; 94°С 30 s, 68°С 30 s, 72°С 2.5 
min, 25 个 循环 ; 72°С 10 min; 12C HRA, W5 pL 
PCR 产物 用 1.5% SRA PRE ЕКШ» FER 


xt PCR 反应 条 件 : 94°C 2 min; 94°С 30 s, 68°С 
30 s, 72C 2 min, 25 个 循环 ; 72°С 10 min; 12C FR 
1 1.5% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 PCR 产物 ， 回 收 具 有 明 
显 条 市 的 产物 与 pMD19-T 载体 连接 ,筛选 的 阳性 
克隆 送 上 海 英 骏 生 命 技 术 有 限 公 司 进 行 测序 验证 。 
1.3 desat4 启动 子 克 隆 及 顺 式 作用 元 件 预测 

参考 家 看 全 基因 组 序列 ( Xia et al., 2004), Ж 
desat4 基因 翻译 起 始 子 (ATG) 上 游 2 kb 长 度 序列 设 
计 克 隆 该 基因 启动 子 序列 的 引物 P7。 分 别 以 家 看 
大 造 和 野 桑 看 基因 组 DNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 ， 
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PCR 反应 体系 及 反应 条 件 同 1.2, 产物 经 回收 后 页 
隆 到 pMD19-T RIRE, 第 选 阳 性 克隆 后 进行 测序 
验证 。 利 用 转录 因子 结合 位 点 在 线 预 测 软 件 
TFSEARCH 1.3 (http://www. cbre. jp/research/db/ 
TFSEARCH. html) 预测 启动 子 序列 包含 的 顺 式 作用 
元 件 , 最 低 得 分 设置 为 95.0。 
1.4 家 看 不 同 发 育 时 期 desat4 基因 表达 谱 分 析 
Trizol 法 提取 家 看 大 造 从 刚 产 下 的 卵 到 成 忠 
( 蛾 )36 个 发 育 时 期 的 总 RNA, 根据 M-MLV 操作 说 
明 将 RNA(1 pg) ЕЕ ЫЙ cDNA, B desard 基因 
表达 谱 引 物 Pl 及 内 参 基 因 Bmactin3 引物 进行 PCR 
1 34, 10 x Taq buffer 2.5 uL, 25 mmol/L MgCl, 2.0 
uL, 10 mmol/L dNTPs 2.0 uL, 10 pmol/L ЕТ 
引物 各 0.5 uL, 2.5 U/uL rTaq 0.5 uL, 模板 cDNA 
1 pL, 加 灭 菌 去 离子 水 至 25 pl, PCR 扩 增 条 件 : 
94°C 4 min; 94°C 405, 60% 40 5, 72% 1.5 min, 25 
个 循环 ; 72°C 延伸 10 min, 12C 保存 。 结 束 后 取 S 
pL PCR 产物 用 1.5% 琢 脂 糖 凝 胶 电 泳 检测 。 
1.5 desatd 基因 原核 表达 及 变性 剂 的 筛选 
1.5.1 原核 表达 载体 构建 及 其 在 大 肠 杆菌 中 表达 : 
分 别 在 上 游 和 下 游 引物 5' 端 引入 BamH I F Xho I 
酶 切 位 点 (P8) 进行 PCR HI, PCR 回收 试剂 盒 回 
收 PCR 产物 。 用 BamH I, Xho І 双 酶 切 PCR 产物 
和 pET-28a( + ) 载 体 及 由 其 改造 的 qa-pET-B 系列 载 
体 ( 载 体 由 Nelson 教授 惠 赠 ) (Leviatan et al., 
2010), а. ВИК КИЛТИ УКЕ E YaiN 
(Herring апа Blattner, 2004 ) YbeL (Perna et al., 
2001)), 双 酶 切 产 物 经 纯化 后 连接 转化 大 肠 杆菌 
DH5a 感受 态 细 胞 ,筛选 阳性 克隆 后 进行 测序 验 
证 。 选 择 测序 正确 的 重组 表达 载体 转化 大 肠 杆菌 
C43(DE3) 感受 态 细胞 , 挑 取 单 个 菌落 接种 到 10 
mL 合 20 pg/mL 卡 那 霉 素 的 TYE(1% WEA, 
0.5% 酵母 提取 物 ，0. 5% NaCl) 液体 培养 基 中 ， 
37 、200 r/min 抒 荡 培养 16 h, AGRI mL Йй 
转移 到 10 mL 生长 培养 基 (1.2% REH, 2.4% 
酵母 提取 物 , 0.4% НІН, 17 mmol/L KH,PO,, 55 
mmol/L K,HPO,, 20 pg/mL Kam* ) 3 Bl) Ор, = 
0.6 ~0.8, Æ 18C 4/4 FFA 1 mmol/L IPTC 诱导 16 
ho 诱导 完 后 4, 8 000 r/min 离心 25 min WE р 
№, 用 10 mL Sucrose buffer (0.3 mol/L ЗЕ, 20 
mmol/L MOPS, 2 mmol/L PMSF, pH 7.0) HAR 
体 。600 W 功率 超声 破碎 菌 体 20 min, 4% , 6 000 
r/min 离心 10 min, KÆ LŚ, 用 15% SDS-PAGE 
胶 进行 电泳 检测 (上 样 10 ng AMEE AE) © 


1.5.2 Western blotting 检测 : 样品 (上 样 6 pe ME 
日 质 ) 15% SDS-PAGE 电泳 后 转移 至 PVDF Д 
E.o HE5% 脱脂 牛奶 的 TBST 溶液 4 封闭 过 夜 ， 
然后 在 6 x His 一 抗 中 37°С 2 h, 用 TBST jR 
4 次 , 每 次 5 min。 辣 根 过 氧化 酶 标记 羊 抗 小 也 IgG 
的 二 抗 中 37°С ЕР 2 h, 同样 条 件 洗 洪 PVDF IR, 
用 ECL Advance ( Amersham 公司 ) 显 色 , 柯达 X- 
OMAT BT EH X 射线 胶 户 进行 曝光 。 

1.5.3 ”变性 剂 增 溶 作 用 检测 ; 取 200 pL 在 1.5.1 
中 制备 的 上 清 溶液 , 加 入 2% 各 种 变性 剂 : 辛 基 -B- 
П-И a] 2a) HEF ( octyl-B-D-glucopyranoside, OGP) 、 
N-E Bk -N-P SE 9] Ze ЛЖ ( N-nonanoyl-N-methyl- 
glucamine, МЕСА 9). 、fos- 维 生 素 (В-16 fos-choline- 
16)、3-[ (3-ДН [1 5&ру] Ж) 二 甲 其 氨基 |] -2-7-1 - 
丙 磺 酸 (CHAPSO)、 十 二 烷 基 -B-D- 麦 芽 吡 喃 糖苷 
( dodecyl-8-D-maltoside, DDM) ~ HH WR #4 Ek ( sodium 
chlorate hydrate). 2 Z — з SEAS SE MK ( Triton X- 
100), KESA 10 min, 4°C, 150 000 g 离心 1h 
(HITACHI, P80 #27), WE EY, Bradford 法 测 
定 总 重 日 质 浓度 后 进行 Western blotting 检测 (上 样 
6 pg EEE A) 。 


2 ЖЖ 


2.1 KES RA desat4 基因 DNA 序列 及 其 编 
码 产 物 分 析 

根据 КАСЕ 获得 的 5' 端 和 3' 端 序列 设计 克隆 
desat4 基因 全 长 cDNA 引物 P6, 分 别 以 家 看 大 造 和 
EFRA cDNA 为 模板 进行 PCR 反应 ,筛选 阳性 殉 隆 
并 测序 验证 。 最 终 获得 家 看 与 野 桑 大 desatd 基因 全 
长 cDNA 长 度 分 别 为 1 717 bp 和 1 718 bp( GenBank 
登录 号 分 别 为 JQ729997 #1 Ј0729998 ) ,用 ClustalX 
1.83 (Thompson et al., 1997 ) 软件 进行 序列 比 对 (图 
1 ) 。 结 打 显 示 家 看 与 野 桑 竹 desat4 基因 全 长 cDNA 
序列 只 有 位 于 端的 4 个 核 苷 酸 差异 , 将 全 长 
cDNA 序列 与 家 乔 基 因 组 数据 (http://silkworm. 
genomics. org. cn/ ) 进行 比 对 发 现 由 5 个 外 显 子 组 
A, ORF 长 度 为 1 059 bp, 编码 352 个 氨基 酸 残 基 。 
用 ProtParam 在 线 预 测 软 件 (http://web. expasy. 
org/ protparam/ ) 预测 Desat4 和 蛋白质 分 子 量 与 理论 等 
电 点 分 别 为 40. 88 kDa 和 9. 15, TMHMM 2.0 
( http://www. cbs. dtu. dk/services/TMHMM-2. 07 ) 
预测 跨 膜 结构 显示 Desat4 和 蛋白质 有 4 次 跨 膜 结构 
域 。Desat4 氨基 酸 序 列 在 NCBI Ж ДЕСЕ ЛЕШ ЁЁ 
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行 比 对 发 现 它 与 烟草 天 蛾 MsexKPSE fit al Be 化 16 个 碳 原 子 的 脂肪 酰 链 底 物 (Matouskova et al., 
(GenBank 登录 号 为 СА]27975) 具有 88.9% 相似 2007). 


性 。MsexKPSE 具有 A9- 脱 氢 酶 活性 ， 且 偏好 于 俊 


В. mori GTTTTCTGCCBGACACGTGAGAGTTAATGTGAGCTTATCAGCGTGTGTGCTTGGTGAACAGTGACGCGATTTTTACGTTTAATTATAAATAACACGATATTTACGTATTT 110 
В. mandarina GTTTTCT ACACGTGAGAGTTAATGTGAGCTTATCAGCGTGTGTGCT GGTGAACAGTGACGCGATTTTTACGTTTAATTATAAATAACACGGTATTTACGTATTT 110 


В. mori AGCTTCAGTATTACTATTTACTAATCGACGAATTGATGTAATTTGTGAATAGTGTATTTTTTTT-AAACG AATAAATAGCTACTGGTATAGCGTCAAATAACAGACC 219 
В. mandarina AGCTTCAGTATTACTATTTACTAATCGACGAATTGATGTAATTTGTGAATAGGTATTTITT CGGAITAATAAATAGCTACTGGTATAGCGTGAAATAACAGACC 220 
В. mori AATATGGCGCCCAATGTAAAGGATGCAAATGGTGTTCTCTTTGAAAATGATGCTGATACTCCAGACTTAGGACTGTCCAGCACACCTGTACAGCAAGCCGACAACTACCC 329 


В. mandarina AATATGGCGCCCAATGTAAAGGATGCAAATGGTGTTCTCTTTGAAAATGATGCTGATACTCCAGACT TAGGACTGTCCAGCACACCTGTACAGCAAGCCGACAACTACCC 330 
MAPNVKODANGVLFENODAODTPODLGLS S$ TPVQQADN Y P36 


В. mori AAAGAAACTAGTTTGGAGGAATATAATACTTTTTACATACCTTCATATTGCTGCGTTGTATGGAGGCTACCTTTTCTTATTTCATGCGAAATGGCAAACAGACCTATTTS” 439 


В. mandarina AAAGAAACTAGTTTGGAGGAATATAATACTTTTTACATACCTTCATATTGCTGCGTTGTATGGAGGCTACCTTTTCTTATTTCATGCGAAATGGCAAACAGACCTATTITG 440 
K K L WRNITLFTYLCLHITIAALYGGYL FL FHA K WQT DIL F 72 


ТМІ 
В. mori CCTATATATTGTATGTAATGTCAGGACTTGGCATCACAGCAGGTGCACATAGATTATGGGCACATAAATCATACAAAGCAAAGTGGCCTCTACGTGTTATCCTTATCATC 549 


В. mandarina CCTATATATTGTATGTAATGTCAGGACTTGGCATCACAGCAGGTGCACATAGATTATGGGCACATAAATCATACAAAGCAAAGTGGCCTCTACGTGTTATCCTTATCATC 550 
AYILYVMWMSGLGITAGAHRLUWAHKSYKAKWPLRVILII 109 


TM2 НІ 
В. mori TTCAATTCCTTGG 人 CTTTTCAGGATTCTGCTTTAGATTGGGCACGTGATCATCGCATGCATCATAAATACTCCGAGACTGATGCCGACCCACATAATGCCACACGAGGTTT 659 


В. тапдагіпа TTCAATTCCTTGGCTTTTCAGGATTCTGCTTTAGATTGGGCACGTGATCATCGCATGCATCATAAATACTCCGAGACTGATGCCGACCCACATAATGCCACACGAGGTTT 660 
FNS LAFQODS AL ODWA ROD HRM HH K YS ETDAODPHNATR OG F146 


H2 


В. mori CTTTTTCTCTCACATTGGCTGGCTTCTAGTGAGGAAACATCCAGAACTGAAGAGAAAGGGCAAGGGTCTCGACCTAAGTGACTTATATGCTGATCCCATTCTTCGATTCC 769 


В. mandarina CTTTTTCTCTCACATTGGCTGGCTTCTAGTGAGGAAACATCCAGAACTGAAGAGAAAGGGCAAGGGTCTCGACCTAAGTGACTTATATGCTGATCCCATTCTTCGATTCC 770 
F FS HI GVWL LYV RK HP EL Kk RE KGKGLODLSDLYAODPOICLR F 182 


B. mori AGAAAAAGTACTATTTAATTCTGATGCCAATCGCTTGCTTCATTTTGCCAACAGTGATTCCGGTGTATTTTTGGAATGAGTCTTGGATTAACGCGTTCTTCGTTGCGACT 879 


B. mandarina AGAAAAAGTACTATTTAATTCTGATGCCAATCGCTTGCTTCATTTTGCCAACAGTGATTCCGGTGTATTTTTGGAATGAGTCTTGGATTAACGCGTTCTTCGTTGCGACT 880 
Q K[K YYLILMPIACFILPTVIPV YF WINE S[W IN AFF VAT 219 


ТМЗ 
В. тогі CTTTTCCGTTATACATTTATTTTGAATGTCACATGGCTAGTGAACTCCGCTGCTCACAAATGGGGTGGAAAACCCTACGACAAGAATATCAAGCCATCCGAGAACATCTC 989 


В. mandarina CITTTCCGTTATACATTTATTTTGAATGTCACATGGCTAGTGAACTCCGCTGCTCACAAATGGGGTGGAAAACCCTACGACAAGAATATCAAGCCATCCGAGAACATCTC 990 
LFRYTFIULCNVTWLVINSAAHKWGGKPYDKNIKPSENI 5 256 


ТМ4 SM 
В. шог1 CGTGTCGGTGTTTGCACTCGGCGAGGGATTCCACAACTACCACCACACATTCCCATGGGACTACAAGACAGCGGAACTCGGTAACAACAGATTAAACTTCACCACCAATT 1099 


B. mandarina CGTGTCGGTGTTTGCACTCGGCGAGGGATTCCACAACTACCACCACACATTCCCATGGGACTACAAGACAGCGGAACTCGGTAACAACAGATTAAACTTCACCACCAATT 1100 
VS VFALGEGFHNYAHAHTFPWDOYKTAELGNNRLNET TN 292 


H3 
В. тогі TCATCAATTTCTTTGCTAAAATTGGATGGGCATACGATTTGAAAACTGTATCTGACGAGATCATAAAGAACCGTGTGAACCGCACCGGTGATGGCTCTCACTACCTCTGG 1209 


В. mandarina TCATCAATTTCTTTGCTAAAATTGGATGGGCATACGATTTGAAAACTGTATCTGACGAGATCATAAAGAACCGTGTGAACCGCACCGGTGATGGCTCTCACTACCTCTGG 1210 
F IN FFAKIGWA*YoODLK TVS DETIIKNRVNRTGODGS HY L V 329 


В. mori GGCTGGGGCGAT AAAGATCTGGACAAAGAGGAAATAAAGCAAGCCATCCGCATCAATCCTAAGGACAATTGATCATATGGAACAAACGACAGTAGTTGTGTACTAATAAC 1319 


В. mandarina GGCTGGGGCGATAAAGATCTGGACAAAGAGGAAATAAAGCAAGCCATCCGCATCAATCCTAAGGACAATTGATCATATGGAACAAACGACAGTAGTTGTGTACTAATAAC 1320 
GWGoDkKODLODK EETIXK QATIRdIN PK ODN ж 352 


В. mori GAATAAATCGGTCTTACGGTTATTTGGATTTAAATTACACAGATTATAATGTACCTTCATTTAGGGTCATCTAAATTGAAAAATAAATAATGCATGTTTCTATTTACATA 1429 
В. mandarina GAATAAATCGGTCTTACGGTTATTTGGATTTAAATTACACAGATTATAATGTACCTTCATTTAGGGTCATCTAAATTGAAAAATAAATAATGCATGTTTCTATTTACATA 1430 


В. mori ATAGTTGTATATTTCTAGCCTCTTGTACTGTATTGACGATTTTCACATTCATTATAGTGTTGATTGTCCAAATAGACCTGTGGTAGGCACATGAGTAGAGCTTTGGCACA 1539 
В. mandarina ATAGTTGTATATTTCTAGCCTCTTGTACTGTATTGACGATTTTCACATTCAT TATAGTGTTGATTGTCCAAATAGACCTGTGGTAGGCACATGAGTAGAGCTTTGGCACA 1540 


B. mori TATTTTGACAATTAGTTGCACTCCTTACAAAAATTACTAGCACTGAATTTTGATTAGTTTGATGTGGTTGAGTGTGAACTGTAATTTGTAGTCTTGGCTGTGTTGATGTT 1649 
B. mandarina TATTTTGACAATTAGTTGCACTCCTTACAAAAATTACTAGCACTGAATTTTGATTAGTTTGATGTGGTTGAGTGTGAACTGTAATTTGTAGTCTTGGCTGTGTTGATGTT 1650 


В. mori CGTTACCGATGGTAACTACTCGTTCGTCTGTCGTTATAGAAAATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1717 
В. mandarina (GTTACCGATGGTAACTACTCGTTCGTCTGTCGTTATAGAAAATTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1718 


图 1 117% desat4 基因 全 长 cDNA 序列 及 推测 的 氨基 酸 序 列 比 对 
Fig. 1 Alignment of full-length cDNA and deduced amino acid sequences of desat4 from Bombyx mori апа В. mandarina 
单 下 划 线 部 分 表示 富 含 组 氮 酸 残 基 保 守 区 ; 双 下 划 线 部 分 表示 重要 基 序 ; TTT ERRORS RA a THERA A Re es 倒 三 角 


代表 外 显 子 与 内 含 子 交 接 处 。Single underline shows conserved histidine clusters, double underline indicates signature motif, length frame means 











transmembrane domains, width frame displays the different nucleotides, and triangle marks the boundary of exon and intron. 
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2.2 ABBR desath 基因 的 启动 子 克 隆 及 顺 
式 作 用 元 件 预 测 

克隆 得 到 家 看 与 野 桑 看 desat4 基因 的 启动 子 序 
列 长 度 分 别 为 1 808 bp 和 870 bp, 由 于 它们 序列 差 
异 较 大 ， 所 以 用 Muscle3.6 (Edgar, 2004) 软件 进 
行 序列 比 对 (图 2)。 在 距离 5'UTR 36 bp 处 有 转录 
aig Al T (initiator, Inr) 特征 序列 5’-CCAATTT-3’ 
(То and Smale, 1996 ), 故 推测 此 处 为 desai4 基因 的 
转录 起 始 位 点。 转录 调控 元 件 预测 发 现 desat4 基因 


的 启动 子 序列 包含 有 较 多 HSF 结合 位 点 , HEZA 
desa ÆA EIT EERE desa 基因 启动 子 多 一 
段 约 800 bp 的 序列 , 该 段 序列 包含 有 6 个 HSP 转 
录 调 控 元 件 结合 位 点 是 野 桑 看 没有 的 。 男 外 发 现 转 
录 因 子 V-Myb (avian myeloblastosis viral oncogene 
homolog) 28877 А AE A 一 家 看 С 和 Skn-l 结合 
位 点 野 桑 看 CA 一 家 至 TC, 因而 家 和 蛋 比 野 桑 看 多 出 
这 两 个 顺 式 作用 元 件 。 


. [ 
В. тогі . ТСАССССАССТАСАССТТАСССТСААССТСААЁТАСССТСТСААСЁСТАТСАССАТАССТАССААААААЛ CCITATCTCCTTTACT С СССТАСТТССТТАТСТСАССССТАССТС 117 
В. тапаагіпа ӘХ 66070000007 (еруу eleles de Velo er uvelolon do (е с ешле Nelor ау (ее еее — —- ------------- Nelelolesy.\oh wieolel my ude der. еее ене өшө 1 00 
кнн аал 


NIT2 NIT2 


CCGCGCC@CCGTAGTATTATTTGTTCGA eee Б кишшеуенцеу ие ее ешеш 2 2 3 
ae 


B. mori 3 И iana NC TTAN — — (OLOH KE A (C107. еу тегегеге енше етее еу еее“ сө 
В. mandarina eT TAGGCAGA ARAGAIAGECCTCGGCAGAGGGGGTTGC 二 CCGAGGCCAEACCCGCGCC 四 CCGTAGTATTATTTGTTCGANTATTTACT 曲 


TANHO VOUK UKAE (ou (ou ue 21 6 


В. mori р Ше ешшулсашу.егчшуулишшуешшуен еген гешу улишуице е егеу еен егиш өнүү. өүү ы OOVA T ее е өйшүеейшуулишуо өөө үл ||OONAGeTNEMMOUUNTGATAGGA 340 
В. mandarina TGGTTA@TTACATTAAATTTGTTGTGGTGTAATTATGCGGAAGCTCATTCTAACAAAATATTACCAA@AAINGGTACCT TAGGTTAAT TACCCACCAA@CACCGAGT CT – — — — — — — — 325 








i ф— 6% 
AML-la CdxA V-Myb 
В. mori | GTGGGTGATATAAATCGTATATAGATTCAATATCTATATATCGCAGCAATATCGTTGAATCCGATATCGCCCCGCACGAAATCTATATATCGATATCAGCCGATACACGATATTGCT 457 
pT 21018 13V aA 1 1 ree rae sea gare тос Н [se EEEIEE сы тсе ras ese с ——— е Ы 
МІТ2 
В. тогі CGATGTGATGCGCATCGCCATATCGGACCGATTCGTGAATCGAAATCTATATTTCGATATCAGCCGATACACGATATTGCTCGATGTGATGCGCATCGGCATATCGTACCGATTCGT 574 


B. mandarina lee eee ees 








ү ; ТААТАТСАССААТАТТССТТТССТТССТАТССААТСССССАСАСТСАСТСАССССАССАТАСССАТАТСАТСТ ЕТЕЛ ACAGAAACAGGCATTATCCATACAATTGTAAACC 691 
. mandarina 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 CANIN- ---------------------------------- 335 
GATA-1 HSF 

B. mori 

В mandarina Nee 808 
一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 с щС--------------------------- 347 

HSF 
В. тогі | ТСААТТТААТТТСАСССССТТТСАССТТСААСТАСААТТТТТССАСААСТСТТТАТАААТАС ХУС СТЕ АТТ THITAAAGTACACATTTTTCTATTTTTAGTTGA 925 
B: gandaria реет oenen ТТІ ЛАЛ © СЩС----------------------------- 373 





В. тогі | 
В. mandarina 





ee ee 1042 
- се LNeuue СД АССИШС Сеш — — 


с---ОЙссдщСсс@щЩ-------------------------------------------- 398 








B. mori | AGCCAGTCCTAAGCCTGGTAAAAGCATGAAGGAAAGTTTTTTTGATATTTTTATTTTCAT Т MONIT ШӘ Т е ЛЛЙТДАТАААТТСАТАТСАСААААС TA 1159 
EEE see ea e eI Сес дссс нш САС еее CHYGINCHY- ------------------- сс ест 435 


В. шог1 К TIVACGT TGAC THHONNO TATATCTACTACGATATTATATCAGCGTATCGTTTC 
В. mandarina GAN- ------- EO 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 一 
В. mori 


B. mandarina 











CdxA HSF 


Na лт СУАС GAGAAAATCTACTAGC ATATATAGATTCAGAAAAT 1276 
--- NT CRMC ARNT G THe а МӨ - - - - ---------------- 468 


АТАТАСАТТСААТАТСССАТАТТСАТССТСССТАТАТАСАТАССАТТССАТАССССССААААСССАТАТТАСС ee тилии 1393 





-------------------- С - ---------- 474 








В. шог1 p ече енш ее ене еу. егеу. ECCO UKO ене ее өнгөн үлшүтүшүе CHC O7 UKON ONC OKOV еугишенгеу NOOK Ou MNEs етеген YHOO VV No Ae TT CNA YY 1510 
В. mandarina (еу (еееиқе(е? NINTUAN uy сше ее еейшү T (oF UNer егенцеген е (егиу ее NOULUI (е смен :Udoloy VV NENGUNA ---ЮСс@ е 588 


В. mori GCATATTGTGGAAAGTHTAGTTTTAAGATTAAGATCCTTTAGGATTGACACATH 
В. mandarina oy udendeler WW Xeni Cie em тишүү еле еншш: T (ече? (oy (or 








HSF HSF 


CGTCTACTGATACATATTTTAAAGAATAAAATTGGTACGTGATACTATTTAAAAAAAAGATAARE 2 7 
CGTCTACTGATACATATTTTAAAGAATAAAATTGGTACGTGATACTATTTAAAAAAAAGATAAEA 





HSF 


В. шог1 工 TAGC 晶 AAATCATATTTGTIUWEWSWATTITITAAACTAAAAT 四 TI 隐 TIACTC 四 AGAATGACTACATACGGACAGAATGTTGCAAAAATATHGGGECAEGGGANTGTACGAGAATCTITGTCAAATC 和 本 到 到 | 
В. mandarina [ШШ Хел ҮЛӨР ШШЦеШ----- ATTTTAAACTAAAATWTE@TACTCHAGAATGACTACATACGGACAGAATGTTGCAAAAAT A — — – — — – – — — – — лее (Cr UNUM Ne ue 606 





HSF 








HSF HSF 


B. mori ш өлөөе өү өөнге ише ене OT VY MUO ене еўу.теуенееўл еу Nude VY 1808 
В. mandarina [ Хе Хө Хей це NAN ен це oV UCUNUN NEI NOUE: CININU 9:9: өнө 870 


i> 


Inr-like 


图 2 11% авад 基因 局 动 子 序列 比 对 及 转录 因子 结合 位 点 分 析 


Fig. 2 Alignment of the promoter sequence of desat4 gene from Bombyx mori and B. mandarina and 


the analysis of its transcription factor binding sites 
长 方 框 部 分 代表 NIT2 结合 位 点 ; 黑 点 点 代表 AML-1a 结合 位 点 ; 双 下 划 线 部 分 代表 CdxA 结合 位 点 ; AP A р 2301204 V-Myb 结合 位 
点 ; 单 下 划 线 两 端 带 圆 圈 代表 САТА-1 结合 位 点 ; 短 下 划 线 相间 黑 点 代表 Skn-1; 单 下 划 线 两 端 带 三 角形 代表 转录 起 始 相 似 位 点 ; 单 下 划 线 部 
分 代表 HSF 结合 位 点 ; 黑色 阴影 代表 相同 核 苷 酸 。Length frame means NIT2, black drops shows AML-la, double underline indicates CdxA, single 


underline with rhombus indicates V-Myb, single underline with circle indicates GATA-1, short single underline interphase indicates Skn-1, single 





underline with triangle indicates initiator, single underline shows HSF, and black shade indicates the same nucleotide. 
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2.3 家 等 不 同 发 育 时 期 desat4 基因 表达 谱 分 析 
应 用 RT-PCR 方法 调查 家 在 desat4 基因 在 从 刚 
产 下 的 卵 到 成 虫 ( 蛾 ) 的 36 个 发 育 时 期 的 表达 情 
况 , 结果 显示 该 基因 从 刚 产 下 的 卵 到 成 虫 的 36 个 
发 育 时 期 持续 表达 , 并 有 旦 表达 量 并 没有 显著 的 变化 


胚胎 期 Embryonic stage 


幼虫 期 Larval stage 


(图 3) 。 另 外 家 和 看 大 造 desat4 基因 在 成 虫 ( 蛾 ) 性 信 
А fig ( pheromone gland )、 马 氏 管 (Malpighian 
tubules) . Ж. ( testis) 和 卵巢 (ovary ) 等 多 个 组 织 都 
表达 ( Moto et al., 2004) 。 


师 期 Pupal stage 43 I Moth 


EO E24 E48 E72 E96 E144 E168 E216 Н МІ F2 М2 M3 F4 М4 F5 5-3 5-4 5-5 5-6 5-7 WO W12 W24 W36 W48 W60 W72 W96 W5d W6d W7d W8d W9dW10dAdult 


Bmdesat4 ВМЕША) 
Втасипз ЖШ 一 一 一 一 一 一 一 









图 3 家 看 不 同 发 育 时 期 desai4 基因 表达 谱 
Fig. 3 Expression profiles of desat4 gene from Bombyx mori at 36 time points by RT-PCR 
E0 – E216; 产 卵 后 0 -216 h 0 -216 h after oviposition; Н: 4%# Newly hatched larvae; МІ: 1 ©К Molting 1st instar larvae; F2; 2 龄 起 Newly 
exuviated 2nd instar larvae; M2; 2 К Molting 2nd instar larvae; МЗ: 3 К Molting 3rd instar larvae; F4; 4 龄 起 Newly exuviated 4th instar larvae; 
M4; 4 БЇК, Molting 4th instar larvae; F5: 5 龄 起 Newly exuviated Sthinstar larvae; 5-3 – 5-7; 5 龄 第 3 天 到 5 龄 第 7 天 From day 3 Sth instar larvae 
to day 7 5th instar larvae; WO – W96: Е 0—96 h 0—96 h after spinning; №54 – 104: 上 敌后 第 5 天 到 第 10 天 From day 5 after spinning to 


day 10 after spinning; Adult; Œ Moth. 


2.4 desat4 基因 原核 表达 及 变性 剂 增 溶 作用 检测 

构建 重组 表达 载体 pET-desat4 , a-pET-desai4 , 
B-pET-desat4, B-pET-desai4-B 和 о-рЕТ-аеѕаѓ4-р, 
经 过 菌 液 PCR 和 BamH I ~ Xho I ЯХЯ ЪЪ rue ЛЕ 
获得 阳性 克隆 并 进行 测序 验证 , 选取 测序 正确 的 重 
组 表达 载体 进行 表达 。 各 重组 载体 表达 的 融合 蛋白 
质 由 Desat4(40. 88 kDa) 以 及 其 N 端 和 /或 С 端 融 
合 表达 的 可 溶性 蛋白 质 a(10. 84 kDa) 或 B(14.19 
kDa) 和 His tag 组 成 。 结 果 显 示 含 重组 表达 载体 B- 
pET-desat4 和 B- pET-desat4-B 的 单 克 隆 细 于 经 
1 mmol/L IPTG 诱导 后 相对 于 对 照 ( 空 载体 pET-28a 
经 过 相同 条 件 诱 导 表达 ) 多 出 一 条 明显 的 和 蛋 日 质 条 
тї, 分 子 量 分 别 约 为 55 kDa #169 Кра, 与 预期 的 重 
日 质 分 子 量 大 小 一 致 ， 而 a-pET-desat4 和 a-pET- 
desat4-B 重组 表达 载体 没有 表达 目的 蛋白 (图 4: 
A)。 为 了 进一步 确定 desat4 BAKA a ER 
功 表达 , 用 6 x His 一 抗 和 辣 根 过 氧化 酶 标记 羊 搞 
小 鼠 IgG 二 抗 进行 Western blotting 检测 。 绪 果 显 示 
B-pET-desat4 和 B-pET-desat4-B 重组 子 在 预期 分 子 
量 大 小 位 置 处 有 杂交 信号 ,而 对 照 没 有 任何 杂交 信 
+5, pET-desat4 重组 子 也 出 现 了 杂交 信号 , (AA 
质 的 表达 量 不 高 ，a-pET-desat4 和 а-рЕТ-деѕаѓ4-В 
没有 杂交 信号 (图 4: B)。 说 明 Desat4 EAM N sig 
或 在 其 两 端 都 融合 表达 В BE A Joe AY HS TK Bt BE 
在 大 肠 杆菌 里 被 诱导 表达 。 

由 于 Desat4 重 日 是 一 个 具有 4 次 跨 膜 结构 域 
HREH, FURRIERS Se ERA 


合 , 经 超声 破 雄 处 理 后 会 与 细菌 膜 结 构 一 起 沉淀 ， 
因此 , 为 了 筛选 增 溶 效果 好 的 变性 剂 ,我 们 选择 成 
功 表达 的 B-Desat4 和 B-Desat4-B 融合 蛋白 质 进行 
变性 剂 增 溶 作用 的 检测 。 结 果 显 示 融 合 蛋 白质 经 所 
选 的 变性 剂 处 理 后 均 能 在 上 清 中 检测 到 目的 蛋 日 
质 , DURA WR AED ABSA (AIS). H 
于 Western blotting ЙН Ж PE m БЛА Ae 
同 , ASHE ee SN А5 Н И E- EA ЕТ CR BIE 
相关 进而 选择 促 溶 效 果 好 的 变性 剂 。 结 果 显 示 B- 
Desat4 融合 蛋白质 经 fos-choline-16 和 DDM 变性 剂 
处 理 的 增 溶 效 果 较 其 他 变性 剂 好 , 结合 DDM 是 温 
和 的 变性 剂 , 有 利于 目的 蛋 日 质 后 续 的 纯化 及 功能 
研究, 所 以 选择 DDM 变性 剂 处 理 在 N 端 融合 表达 
B NASA. 


3 讨论 与 结论 


脂肪 酸 脱 氢 酶 普遍 分 布 于 动物 、 植 物 、 细 菌 及 
真菌 细胞 中 , 根据 其 催化 底 物 脂 酰 链 结合 载体 的 不 
同 可 分 为 脂 酰 -CoA、 脂 酰 -lipid 和 脂 酰 -ACP 脱氧 酶 
三 大 类 , 脂 酰 -CoA 脱氧 酶 存在 于 动物 、 细菌 及 真菌 
细胞 中 , 而 其 他 两 类 存在 于 植物 或 蓝藻 的 各 种 膜 结 
构 上 (Los and Murata，1998 ) 。 大 多 数 脂 酰 -CoA Fit 
氢 酶 是 由 300 ~ 350 个 氮 基 酸 残 基 组 成 的 足 水 重 日 
E, 具有 4 KBR. KAMERAJ RA 
ANY Desat4 由 352 个 氮 基 酸 残 基 组 成 , 具有 4 КЕ 
膜 结构 域 ,再 结合 家 乍 和 野 桑 牌 脂 肪 酸 脱 氢 酶 
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图 4 在 大 肠 杆菌 C43(DE3 ) 中 表达 家 看 Desat4 和 蛋白质 的 SDS-PAGE( A) 分析 和 Western blotting(B) 检测 


Fig. 4 SDS-PAGE analysis (A) and Western blotting detection (В) of the fusion proteins by adding a/B 
domain to the Desat4 of Bombyx mori expressed in Escherichia coli strain САЗ (РЕЗ) 
M: 蛋白质 分 子 量 标准 物 Protein molecular weight marker; 1: Desat4 重组 蛋白 Desat4 membrane protein; 2; Desat4 N 端 融 合 a 的 重组 蛋白 A 
fusion protein by adding a domain to Desat4 protein at the N-terminus; 3: Desat4 N 端 融 合 В 的 重组 蛋白 fusion protein by adding В domain to 
Desat4 protein at the N-terminus; 4; Desat4 N 端 和 С 端 都 融合 B 的 重组 蛋白 A fusion protein by adding B domain to Desat4 protein at both termini; 
5; Desat4 N 端 融 合 a, C 端 融合 B 的 重组 蛋白 fusion protein by adding a domain to Desat4 protein at the N-terminus and В domain at the C- 
terminus; 6; 空 载 体 pPET-28a. 


А В 


kDa 





6 5 B-Desat4 融合 蛋 日 质 
Fig. 5 Western blotting analysis of detergent solubilization of the fused membrane proteins B-Desat4 (A) and B-Desat4-B (В) 
М: ЖНЖ ИЕ И Protein molecular weight marker; 1: 26-В-Р-п т H Apa H Octyl-B-D-glucopyranoside (OGP) ; 2: N- 和 于 酰基 -N- 甲 基 葡 
萄 糖 胺 N-nonanoyl-N-methylglucamine ( МЕСА -9 ) ; 3; Еоѕ-Ж Е Ж B-16 Fos-choline-16; 4: 3-[ (3-HH HRAN) FEAH | -2-F4E-1-A R 
CHAPSO; 5: F- 5-В-р- ПН: Dodecyl-B-D-maltoside (DDM) ; 6: 胆 酸 钠 盐 Sodium chlorate hydrate; 7: Ж, З ЛЕЛЕ Triton 
Х-100. 


(А) 和 В-Реѕа4-В ВЖ H (B) 的 变性 剂 增 溶 作用 检测 


Desat4 氨基 酸 序 列 的 组 氨 酸 保守 区 (Hl:HxxxxH， 氧 酶 对 底 物 的 偏好 性 。 脂 肪 酸 脱 氢 酶 的 重要 基 序 


H2:HxxHH 和 H3 :ExxHxxHH ) 符合 脂 栈 -CoA 脱氧 

酶 的 结构 特征 ,因此 推测 Desat4 属于 脂 酰 -CoA 脱 
ЕШ 

Knipple 等 (2002) 比较 分 析 了 蛾 类 和 蝇 类 脂 栈 - 

CoA 吉 构 特征 ,并 提出 了 蛾 类 脂肪 酸 脱 氢 酶 

结构 域 、 牙 水 结构 域 及 杀 水 结构 域 空 间 安 排 的 

ae 而 这 些 结构 域 相对 于 由 3 个 保守 组 氨 酸 基 序 

与 铁 原 子 结合 形成 的 催化 活性 中 心 的 位 置 决定 了 脱 


(signature motif) 由 位 于 第 3 个 保守 组 氨 酸 基 序 
(H3) 上 游 的 4 个 氨基 酸 残 基 组 成 , 决定 脱氧 酶 的 
催化 活性 , 例如 : 包含 有 KPSE 或 NPVE 重要 基 序 
的 脱氧 酶 具有 A9- 脱 氧 酶 活性 。 进 化 分 析 显 示 家 看 
脂肪 酸 脱氧 酶 Desat4 与 其 他 蛾 类 A9- 脂 肪 酸 脱 氢 酶 
(C16 > C18 ) 同 源 关系 最 近 (Moto et al., 2004) 并 
且 家 在 和 野 桑 在 Desat4 40 IEE WEAH 
序 为 KPSE。 因 此 推测 Desat4 AWRA A9- 脱 氢 
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酶 活性 ， 且 偏好 于 催化 16 个 碳 原子 的 脂肪 酰 链 
JED 

应 用 solexa 技术 对 40 个 看 品种 (29 BR m 
种 和 11 个 野 看 品种 ) 进行 全 基因 组 重 测 序 ， 用 
SoapSNP 软件 分 析 发 现 15 986 559 个 SNP， 用 
Sequenom 对 这 些 SNP 的 准确 性 进行 确认 , 正确 率 
达到 96.7% , 作者 进一步 分 析 发 现 有 354 个 基因 作 
为 驯化 的 候选 基因 (Xia et al., 2009), Desat4 基因 
就 是 其 中 之 一 , 作者 进一步 用 РСК 的 方法 , 以 40 
个 看 品种 的 基因 组 作为 模板 , 重新 测 了 desat 基因 
的 基因 组 序列 , 包括 上 游 3 kb 和 下 游 1 kb, 一 共 大 
约 7 КЬ, 结果 发 现 该 区 域 有 188 个 SNP， 比 solexa 
重 测序 得 到 的 SNP 多 (未 发 表 数 据 )。 本 研究 比较 
AS HAR З 1 desat4 基因 cDNA 序列 差异 , 结 
果 显 示 它 们 的 和 蛋白质 编 码 区 域 无 差异 ， 即 编码 的 蛋 
白质 序列 无 差异 , 仅 在 5'UTR KREN SRB 
差异 , 说 明 该 基因 SNP 位 点 主要 分 布 在 内 含 子 区 域 
和 上 游 及 下 游 区 域 。 

在 动物 、 植 物 和 真菌 细胞 里 , 脂 酰 -CoA 类 A9- 
脱氧 酶 在 脂肪 酸 代 谢 (Jeffcoat，1979 ) 和 调节 细胞 膜 
的 流动 性 以 应 对 温度 波动 (Vigh et al., 1993; Tiku et 
al., 1996) 等 方面 起 着 重要 作用 。 在 昆虫 细胞 里 ， 
脂肪 酸 脱 氢 酶 功能 研究 主要 集中 在 参与 昆虫 性 信息 
素 成 分 合成 途径 的 脐 氧 反应 (Labeur et al., 2002; 
Marcillac et al., 2005; Chertemps et al., 2006) , 而 对 
于 高 温 、 低 温 等 环境 因子 的 应 答 反应 的 相关 研究 较 
So KAMERAJ RARE desat4 的 启动 
子 序列 包含 有 较 多 的 HSF 转录 因子 结合 位 态 , 并 且 
家 看 desat4 基因 的 启动 子 比 野 桑 看 desat4 启动 子 多 
一 段 包 含有 6 个 НӘР 的 序列 , 推测 家 看 被 人 类 驯化 
后 对 温度 的 感受 变 得 不 那么 敏感 , 在 人 类 提供 的 良 
好 生活 环境 里 生活 习惯 后 , 已 经 不 容 匈 在 户外 温度 
变化 较 大 的 环境 里 生存 。Desat4 氮 基 酸 序列 与 果 蝇 
Desatl 及 烟草 天 蛾 MsexKPSE 脱氧 酶 有 较 高 相似 
性 , 说 明 它 们 具有 相似 的 催化 活性 , 但 是 并 不 能 说 
明 它 们 在 昆虫 体内 执行 相同 的 生物 学 功能 。 家 看 性 
言 息 素 主 要 成 分 是 看 蛾 醇 , 而 合成 该 物质 途径 中 的 
两 步 脱 乌有 反应 都 由 家 公 Desatl 参与 ( Мою et al., 
2004) ,因此 推测 Desat4 不 参与 看 性 信息 素 AR 
BE) 的 合成 途径 。 再 结合 desa FE EAR AE ETE 
命 周期 都 稳定 的 表达 , 推测 该 基因 在 家 看 体内 参与 
其 他 生物 学 途径 , 起 着 重要 的 生物 学 功能 。 

可 溶性 重 日 质 的 异 源 和 表达 已 经 有 较 多 表达 系统 
可 用 , 例如 , У ГАНЖА КЕЈ 


性 ,经常 将 目的 重 日 NC 端 与 其 他 可 溶性 恒 日 标 
签 ( 谷 胱 甘 肽 转移 酶 GST、 麦 芽 糖 结合 蛋白 МВР 和 
硫 氧 还 集 日 TRX 等 ) 融 合 表达 。 目 前 , 已 经 有 很 多 
可 咨 性 重 日 以 融合 蛋 日 的 形式 得 到 成 功 表达 , 但 是 
很 少 有 膜 和 蛋白 被 成 功 表 达 , 主要 原因 是 很 难 找到 合 
да Д ARG IAN EEA. Nelson 研究 团队 以 
pET28a 为 骨架 载体 , 构建 了 一 系列 在 目的 蛋白 N 
С 端 融合 表达 a. р 结构 域 的 表达 载体 ,并 成 功 表 
КТ 13 个 包含 6 ~ 12 个 路 膜 结 构 域 的 膜 重 日 
( Leviatan et al., 2010), Desat4 有恒 昌 是 一 个 具有 4 
URES ARGH АЈДА A, 用 一 般 的 表达 系统 很 难 成 功 
表达 , 本 研究 用 Nelson 教授 惠 赠 的 表达 载体 成 功 地 
表达 了 目的 重 日 Desat ,并 用 温和 的 变性 剂 DDM 
就 能 很 好 地 达到 增 溶 效果 。 应 用 原核 表达 系统 成 功 
表达 Desat4 EA, 为 后 续 的 功能 人 研究 (例如 晶体 结 
构 解 析 ) 提供 基础 。 


致谢 感谢 Nelson Nathan 教授 和 Leviatan Shani 博 
+(Tel Aviv University, Israel) 提供 pET-28a 及 由 其 
改造 系列 原核 表达 载体 ; 感谢 匿名 审 稿 专家 提出 的 
宝 呐 修改 意见 和 建议 。 
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